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@ Konjugate aus tumoraktiver Verbindung und Protein sowie Verfahren zu deren Herstetlung und ihre 
Verwendung 

@ Die Erfindung betrifft Konjugate aus einer tumoraktiven 
Verbindung, die mindestens eine Carboxylgruppe aufweist, 
und einem Protein, das vom Organismus nicht als fremd 
angesehen wird, wobei das Protein in. hativer Form vorliegt. 
Ferner betrifft die Erfindung Verfahren zur Herstellung 
sdlcher Konjugate sowie die Verwendung dieser. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Konjugate aus ei- 
ner tumoraktiven Verbindung. die mindestens eine Car- 
boxylgruppe aufweist, und einem Protein, das vom Or- s 
ganismus nicht a)s kdrperfremd angesehen wird. Femer 
betrifft die Erfindung Verfahren zur Herstellung solcher 
Konjugate und die Verwendung dieser. 

Seit langerem ist bekannt, tumoraktive Verbindungen 
an Proteine zu binden, um dadurch das Verbleibeh der io 
Verbindungen im Kreislauf des Patienten zu verlangern. 
Konjugate obiger Art. insbesondere aus Methotrexat 
und Serumalbumin. sind hierfur als Beispiel zu nennen 
(vgl. Chu. B.CFi and Whiteley. J.M. MoL PhamriacoL 
(1977), 13, 80 -88)l Zu ihrer Herstellung werden die tu- ts 
moraktiven Verbindungen direkt mit den Proteinen in 
Cegenwart von Carbodiinnid umgesetzt Hierbei ent- 
steht sowohl inter- als auch intramotekulares Cross Lin- 
king, wodurch die Proteine in den Konjugaten letztlich 
in modifizierter Form vorliegen. 

Es hat sich nun gezeigt daB solche Konjugate im 
Organismus wenig stabil sind. Vielfach werden ihre Pro- 
teine sofort in der Leber abgebaut Damit werden die 
tumoraktiven Verbindungen fruhzeitjg freigesetzt und 
an einem langeren Verbleiben im Kreislauf des Patten- 25 
ten gehindert Auch stellt die Freisetzung der tumorak- 
tiven Verbindungen in der Leber fOr diese eine groBe 
Belastung dar. 

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe 
zugrunde, Konjugate obiger Art dahingehend zu ver- 30 
bessern. daB die angesprochenen Nachteile vermieden 
werden konnen. 

ErFmidungsgemaB wird dies dadurch erreicht daB die 
Proteine in den Konjugaten in nativer Form vorliegen. 

Als Proteine eignen sich hierftir insbesondere Seru- 
malbumin, Fibrinogen, Transferrin. Immunglobuline 
und Lipoproteine. Fiir die Wahl der Proteine ist es dabei 
nicht entscheidend, welche tumoraktiven Verbindungen 
gebunden werden sollea Dies konnen beispielsweise 
aromatische Verbindungen, insbesondere Methotrexat 
und Derivate davon, Anthrachinon-2-Carbonsdure und 
Denvate davon. CarminsHure und Derivate davon sowie 
ein Platinkomplex, sein. 

Auch kdnnen mehrere verschiedene tumoraktive 
Verbindungen an ein Protein gebunden werden. Hierbei 
hat sich die Bindung zweier aromatischer Verbindun- 
gen. insbesondere von Methotrexat und einem Platin- 
komplex. als gQnstig erwiesen. 

ErfrndungsgemaBe Konjugate kdnnen hergestellt 
werden, indem tumoraktive Verbindungen mit Carbo- so 
diimid und Hydroxysuccinimid zu reaktiven Succinimi- 
dylestern und diese mit Proteinen umgesetzt werden. 
Bei Konjugaten mit mehreren verschiedenen tumorak- 
tiven Verbindungen kann die Herstellung der einzelnen 
Succinimidyiester gemeinsam oder getrennt erf olgen. 55 

Die Umsetzung der tumoraktiven Verbindung mit 
Carbodiimid und Hydroxysuccinimid erfolgt in einem 
polaren aprotischen LOsungsmittel. vbrzugsweise Di- 
methylformamid (DMF). Das Mol-Verh^ltnis von tu- 
moraktiver Verbindung: Carbodiimid: Hydroxysuccini- m 
mid betr^gt etwa 1:1^: 6,0. Der gebildete Succinimidy- 
iester wird -dann in einer wlBrigen Pufferldsung, vor- 
zugsweise NaHCOj, mit dem Protein umgesetzt Die 
Proteinkonzentration betr^gt etwa 10-20 mg/ml. Die. 
hierbei gebildeten Konjugate werden mehrfach gerei- es 
nigt, beispielsweise durch Ultrafiltration, und schiieBIich 
steril filtriert, worauf sie applikationsfertig sind. 

ErfindungsgemaBe Konjugate zeichnen sich dadurch 



aus, daB. sie Qber lange Zeit im Kreislauf des Patienten 
verbleiben. Ihre Proteine weisen eine ahniiche Stabilit^t 
auf, wie in nicht-gebundener Form. Somit lassen sich 
tumoraktive Verbindungen in sehr hoher Dosis,- nllmljch 
bis zu 6% der applizierten Dosis, in Tumoren anrei- 
chem. 

ErfmdungsgemdBe Konjugate eignen sich somit . ins- 
besondere zur Behandlung von Tumorerkrankungen. 

Die vorliegende Erfindung wird durch das Beispiel 
verdeutlicht. 

Beispiel 

Herstellung eines Konjugates aus 
Anthrachinon-2-Carbbns&tire und Serumalbumin 



. Zu 40 mg (etwa 0,16 mMoI) Anthrachinon-2-Carbon- 
saure (Ac-2-c) und 115 mg (1 mMol) Hydroxysuccinimid 
(HSIX geldst in 4 ml Dimeihylformamid (DMF), werden 
20 50mg (etwa 0,24 mMol) Di-Cyclohexyl-carbodijmid 
(DCC) gegeben. Das Mol-Verhaitnis betrligt etwa 1 : 1,5 
: 6,a Die Umsetzung wird bei Raumtemperatur durch- 
gefahrt und mittels DQnnschichtchromatographie (DC) 
kontrolliert: 



DC-Platten: 
Laufstrecke: 
Laufmittel (v/v): 
Rf-Werte: 



Silikagel 60 mit F254 
1 0 cm, Laufzeit 20 min 
Ethylacetat/Methanol (75/25) 
ursp.0.1 

Succinimidyiester 0J& 



40 



45 



Nachdem mehr als 80<Vb der Ausgangsver bindung 
umgesetzt sind (etwa nach 24 h), bringt man den in DMF 
35 geldsten Succinimidyiester bei Raumtemperatur in eine 
NaHCOa (0.13 Mol) gepufferte Serumalbuminldsung 
(pH 8,5) ein. die eine Proteinkonzentration von etwa 
10^20 mg/ml aufweist 

Nach einer Reaktionszeit von 20 - 30 min wird mogli- 
cher OberschuB an DCC uber ein Membranfilter 
(0.45 ^im) abgetrennt,dieReaktionsmischung mit 400 ml 
Ampuwa verdunnt und einer Reinigung durch Ultrafil- 
tration unterworfen. Es werden dabei DMF. Wasser. 
HSi und Salze abgetrennt Nach einem zweiten Wasch- 
vorgang und anschlieBender Sterilfiltration ist das Kon- 
jugat applikationsfertig. 

PatentansprOche 



1. Konjugat aus einer tumoraktiven Verbindung, 
die mindestens eine Carboxylgruppe aufweist, und 
einem Proteia das vom Organismus nicht als kdr- 
perfremd angesehen wird, dadurch gekennzeich- 
net, daB das Protein in nativer Form vorliegt 

2. Konjugat nach Anspnich I, dadurch gekenn- 
zeichnet daB als tumoraktive Verbindung eine aro- 
matische Verbindung vorliegt 

Konjugat nach Anspruch 2. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als aromatische Verbindung Metho- 
trexat Oder ein Derivat davon vorliegt 

4. Konjugat nach Anspruch 2. dadurch gekenn- 
zeichnet daB als aromatische Verbindung Anthra- 
chinon-2-Carbonsaure oder ein Derivat davon vor- 
liegt 

5. Konjugat nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet daB als aromatische Verbindung Carmin- 
s^ure Oder ein Derivat davon vorliegt 

6. Konjugat nach Anspruch 2. dadurch gekenn- 
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zetchnet, daB als aromatische Verbindung ein Pla- 
tinkomplex vorliegL 

7. Kohjugat nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet. daQ mehrere verschiedene tumoraktive 
Verbindungen vorliegen. 5 

8. Konjugat nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als tumoraktive Verbindungen zwei 
verschiedene aromatische Verbindungen vorliegen. 

9. Konjugat nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als aromatische Verbindungen Me- 10 
thotrexat und ein Platinkomplex vorliegen. 

to. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, daB als Protein Serumal- 
bumin vorliegt. 

11. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 9, 15 
dadurch gekennzeichnet, daB als Protein Fibrino- 
gen vorliegt 

12. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 9. 
dadurch gekennzeichnet, daB als Protein Transfer- 
rin vorliegt- 20 

13. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet. daB als Protein ein Im- 
munglbbulin vorliegt 

14. Konjugat nach einem der Anspruche I . bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, daB als Protein ein Upo- 25 
protein vorliegt 

15. Verfahren zur Herstellung der Konjugate nach 
einem der Ansprache 1 bis 6 und 10 bis 14, dadurch 
gekennzeichnet, daB die tumoraktive Substanz mit 
Carbodiimid und Hydroxysuccinimid zu einem re* 30 
aktiven Succinimidylester und dieser mit dem Pro- 
tein umgesetzt wird. 

16. Verfahren zur Herstellung der Konjugate nach 
einem der Anspruche 7 bis 14, dadurch gekenn- 
zeichnet daB die tumoraktiven Substanzen ge- 35 
meinsam oder getrennt mit Carbodiimid und Hy- 
droxysuccinimid zu reaktiven Succinimidylestern 
und diese mit dem Protein umgesetzt werden. 

17. Verwendung der Konjugate nach einem der An- 
spruche 1 bis 14 zur Behandlung von Tumorerkran- 40 
kungen. 
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Abstract of DE41 22210 

Conjugates (A) comprising an antitumour (x>d. (I) contg. at least one carboxyl gp. and a protein (11) In native form are new. (I) is pref. an aromalic cpd.. esp. 
methotrexate, an anthraquinone-2-carboxy(ic acid, a carminic acid or a platinum complex or a mixt. of such c^s.. (II) is pref. serum albumin. ribrirK>gen, transferrin, an 
immunoglobulin or a lipoprotein. In the prepn.. (I) is converted with carbodiimtde and nydroxysuccinimide into a succinimidyl ester which is reacted with (II). Reaction of 
the ester with (1!) is carried out in aq. buffer using (II) in a concn. of 10-20 mg/ml. USEMDVANTAGE > (A) are useful for the treatment of tunKMjrs. They are more stable 
than known conjugates, e.g., of methotrexate and serum albumin described in Mol. Pharmacol. (1977) 13. 80-68. and provide high accumulation of (0 in tumours, e.g.. 
up to 6% of the dose administered. 
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